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論文内容要旨
 【目的】
 胎仔期の肝臓は胎生後期の重要な造血器官であることが知られているが,細胞レベルでの造血
 のメカニズムについては,まだ詳しく解明されていない。また成人の肝臓においても骨髄線維症
 などの病態においては,髄外造血が行われることが報告されている。このように肝臓という臓器
 と造血現象は深い関わりを持っていることが示唆されるため,肝臓の構成細胞レベルでのメカニ
 ズムの解明を目的として,マウス胎仔肝臓の肝実質細胞のinvi七roにおける培養系の確立を試み
 た。
 【方法】
 胎生15日齢のBALB/Cマウスを用い,胎仔肝臓を実体顕微鏡下に摘出し,pipe七tingにより機械
 的に細胞を単離し,これをEGF(10ng/m1),インスリン(5μg/ml)を添加したDME培養液
 (10%牛胎仔血清を含む)にて培養した。得られた上皮性細胞株について,位相差顕微鏡及び透
 過型電子顕微鏡にて形態学的検討を行った。更に蛍光抗体法による免疫組織化学的検討を加えた。
 また細胞株のEGF,インスリンに対するdoseresponseを調べた。
 細胞株の造血細胞に対する機能を検討する目的で,BALBICマウスのfe七alliverce11及び骨髄
 細胞各分画との共存培養を行い,増殖促進効果について,3H-TdRの取り込み及び細胞数にて調
 べた。また骨髄細胞に対するcolony形成能をみるために,寒天培地を用いたcolonyassayを行っ
 た。
 【結果】
 マウス胎仔肝臓を単離し,上記条件で培養すると上皮性細胞が生着し,増殖することが判明し
 た。この段階で上皮性細胞集団に対して,α一fe七〇pro七ein,albumin抗血清による免疫組織化学を
 行うと,両者ともに陽性であり,この上皮性細胞は胎仔肝実質細胞であると考えられた。EGF,
 インスリン存在下にこの上皮性細胞の長期培養及び株化に成功し,株化した細胞をFHCと名付け
 たo
 FHCはEGF及びインスリン相方に依存性に増殖を示し,両者の非存在下では細胞の維持が不
 可能であった。位相差顕微鏡では敷石状配列を示しながら増殖することが観察された。透過型電
 子顕微鏡像においては,desmosomeの発達した上皮細胞であることが確認され,mitochondria,
 Goigi装置,滑面小胞体,工ysosome等の細胞質内小器官の発達が認められること,胆細管様の細
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 胞間内管腔構造を有することより,胎仔期の肝実質細胞の性格を保持しているものと考えられた。
 免疫組織化学的には,FHCはα一feむoprotein,albuminとも陰性であったが,抗cytokeratin抗体
 に陽性であった。以上よりFHCは,α一fetopro七ein,albumin産生という特異的機能はないもの
 の,形態的に胎仔期の肝実質細胞の形質を有しており,胎仔肝実質細胞由来であると考えた。
 FHCを用いて,fetalliverce11と共存培養を行うと,fetalliverce11はFHCと細胞接触を示し
 つつ増殖した。増殖した細胞には,blas七ce11,顆粒球,単球が含まれていた。次に分画した骨
 髄細胞とFHCを共存培養すると,未熟細胞を最も多く含む分画で著明な増殖促進が認められた。
 colonyassayでは,FHCはマクロファージ・顆粒球を含むcolonyの形成能を有すること力畔ll明し,
 何らかのCSFを分泌していることが示唆された。
 【考察】
 造血という現象については,骨髄・脾臓・胸腺等より種々の造血支持支質細胞株が報告され,
 細胞学的に解明されっっある。しかし胎仔肝臓由来の上皮性の支質細胞株の報告はない。今回報
 告したFHCは,形態学的に胎仔肝実質細胞の性格を保持した上皮性の細胞株であることが確認さ
 れ,更に造血細胞に対して,細胞接触,CSF産生の両面より支持していることが判明した。この
 ことは,胎仔肝臓における造血現象に上皮性細胞である肝実質細胞が直接的に関与していること
 を示唆するevidenceであると考えた。今後FHCを用いた実験系が,胎仔肝の造血現象及び成体肝
 の潜在的機能の発現を解明する手がかりになるものと思われる。
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 審査結果の要旨
 肝臓は腹部最大の実質性臓器であるが,肝炎や肝切除の際には,活発な再生という現象が認め
 られる。その時期には全身的な血液学的な変動を伴うことが指摘されている。一方,肝臓は胎生
 後期の重要な造血器官であることが知られているが,細胞レベルでの造血のメカニズムについて
 はまだ解明されていない。また,肝臓は骨髄線維症などの特殊な病態においては,髄外造血が行
 われる臓器であり,成体においても肝臓は潜在的造血能を有していると考えられている。本研究
 は,胎仔肝臓の構成細胞レベルでのメカニズムの解明を目的として,マウス胎仔肝の培養系の確
 立を試みたものである。
 胎生15日齢のBALB/cマウスの肝臓を機械的に単離し培養すると,免疫組織化学的にα一feto-
 protein,albumin陽性の胎仔肝実質細胞が生着してくる。この初代培養系から,EGF・インスリ
 ン添加培養液を用いることにより,長期継代培養に成功し,胎仔肝由来細胞株FHCが得られた。
 樹立された細胞株FHCは,EGH・インスリン依存性に増殖を示した。FHCは敷石状配列を示す
 多角形の細胞であり,電子顕微鏡的にはdesmosome形成,胆細管様構造の存在,細胞質内小器官
 の発達が認められ,胎仔肝実質細胞としての形質を保持していることが示された。抗cytokeratin
 抗体による免疫組織化学ではFHCの上皮細胞としての性質が更に確かめられた。
 またFHCと各種造血細胞との共存培養の実験系では,未熟細胞分画の増殖を促進し,形態的に
 著明な細胞接触を示すことが観察されている。増殖した細胞は,顆粒球・マクロファージを含む
 blastcellの集団であった。更にcolonyassayでは,FHCはマクロファージ・顆粒球を主とする
 colony形成能を有しており,CSF活性が認められた。
 Invitroでの造血現象については,骨髄・脾臓・胸腺等より種々の造血支持支質細胞株が報告
 されており,細胞学的に解明されっっある。しかし,胎仔肝臓由来の上皮性支質細胞株の報告は
 まだない。本研究で樹立されたFHGは,形態的に上皮細胞と確認され,かっ造血支持能を保持し
 ている初めての肝由来細胞株であると考えられる。
 本研究は胎仔肝臓において上皮細胞であるFHCが造血現象に直接的に関与していることを明
 らかにし,胎仔肝臓の造血現象の詳細なメカニズム及び成体肝臓の潜在的造血機能の発現を解明
 する手がかりを与えるものであり,学位授与に値するものと考える。
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